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【要旨】老化および運動は生体に酸化ストレスを及ぼす。一方、酸化ストレスが筋疲労と関連している事が
知られている。そこで今回我々は、老化ラット横隔膜を用い急性運動負荷が抗酸化酵素システムに及ぼす影
響について検討した。4ヶ月齢と26ヶ月齢の雄性wistar系ラットをそれぞれ任意にコントロール群と急性運
動負荷群の2群に分けた。酸化防御系の指標として、マンガン型スーパーオキシドジスムターゼ（Mn－SOD）、
銅・亜鉛型SOD（Cu－Zn－SOD）、グルタチオンペルオキダーゼ（GPX）とカタラーゼ（CAT）の活性および
mRNAの横隔膜における発現を検討した。また、酸化ダメージの指標としてチオバルビツール酸反応物質
（TBARS）を測定した。その結果、老化によりMn－SODおよびGPX活性の低下が認められ酸化防御能の低
下が示唆された。また、TBARSは老年群においてのみ急性運動負荷後に増加が認められた。これらより、老
化に伴う抗酸化酵素活性レベルの低下のために運動による酸化的ストレスの増大に適応できていない可能
性が示唆された。
はじめに
　近年、運動は健康増進や体力づくりの名の下にます
ます盛んになってきている。また、呼吸リハビリテー
ションなどの運動療法は臨床的にも重要な位置を占
めてきている。しかしながら、運動、特に激運動はブ
リーラジカルなどの酸化ストレスを増大させ1・2）、組織
障害の一因を成すと考えられている。さらに、加齢と
ともに酸化ストレスが増大することも知られてお
り3・4）、1956年にHarmanら5）が唱えた老化のフリーラ
ジカル説によると、老化はフリーラジカルによる細胞
傷害の蓄積であると考えられている。
　一方、活性酸素による障害を防ぐために、生体には
様々な抗酸化物質や抗酸化酵素が存在する。その中で
も、抗酸化システムの最上流に位置すると考えられて
いるスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）はスー
パーオキシド（0、・一）を、その下流に位置するグルタ
チオンペルオキシダーゼ（GPX）とカタラーゼ
（CAT）は過酸化水素（H202）を特異的に除去する重
要な酵素である。これらの抗酸化酵素は、運動と酸化
ストレスに関する研究において注目されており6）、運
動療法を必要とする各種疾患との関連も研究されて
いる7・8）。
　横隔膜は、生命を維持するために欠かせないユニー
クな骨格筋の一つであり、永続的に活動し酸化ストレ
スに曝露され続けていると予想される。そこで、今回
我々は、老化や運動がラット横隔膜の抗酸化酵素シス
テムに及ぼす影響を検討した。酸化防御系の指標とし
てSOD、　GPX、　CATの活性及びmRNAを、また組
織の酸化ダメージの指標としてチオバルビツール酸
反応物質（TBARS）を測定した。
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研究材料及び方法
　1．使用動物および急性運動負荷
　4ケ月齢（Y群、n＝10）と26ケ月齢（0群、n＝10）
の計20匹の雄性Wistar系ラット（日本SLC、静岡）
をそれぞれ任意に安静群（YR＝young　rats（rest）、　n＝
5、OR＝old　rats（rest）、　n＝5）と急性運動負荷群
（YE＝　young　rats　（exercised）．　n＝5．　OE＝old　rats
（exercised）、　n＝5）の2群に分けた。急性運動負荷を行
う一週間前にトレッドミルに慣らすために、Y群は傾
き0％、15m／分、10分間／日で計3回走らせ、　o群は傾
き0％、10m／分、10分間／日で計3回歩かせた。急性運
動負荷は、トレッドミルを用いY群は傾き0％、25m／
分、0群は傾き0％、18－20m／分で60分間行った。電
気刺激は、運動負荷を行うモチベーションを維持する
ために必要最低限使用した。また、日差変動をなくす
為に運勤負荷直後同じ時間に屠殺した（午前9時か
ら12時）。
　2．組織採取及び準備
　ラットは断頭し吐血死させた後、速やかに横隔膜を
採取し液体窒素にて凍結し一80度で保存した。そし
て、凍結保存した横隔膜組織の一部を冷却した溶媒
（0．25M蕪糖／10mMト’潟X／0．lmM　EDTA，　pH7．4）
に溶解し、Polytron　homogenizer（Kinematika，　Luzern）
を用い粉砕した。その粉砕した溶液を750×g（4℃）で
20分間遠心し、その上清を生化学的分析に使用した。
蛋白濃度は、牛の血清アルブミンをスタンダードと
し、bicinchoninic　acid（BCA）蛋白測定キット（Pierce，
Rockfbrd，　IL）を用いて測定した。
　3．酵素活性の測定
　Citrate　synthase（CS）は、ミトコンドリアのマト
リックスに局在し、ミトコンドリア内の酸化能力をみ
る酵素のひとつである。横隔膜における酸化能力の老
化による変化を評価するために、CS（EC　4．1．3．7）活性
をShepherd　and　Garlandら9）の方法により測定した。
総SOD（EC　1．15．1．1）活性は、　Crapoら10）の方法を用
い測定した。Mn－SOD活性は、シトクローム。法を
用いシアンによるCu－Zn－SODの活性阻害を利用し、　l
mMのKCN溶液を加え測定した。　Cu－Zn－SOD活性
は、総SOD活性とMn－SOD活性の差として算出し
た。GPX（EC　l．ll．1．9）活性は、　Tappe111）による分光
光学的手法を用い分析した。CAT（ECl．ll．1．6）活性
は、Aebi12）による手法を用い測定した。
　4．mRNA発現量の測定
　RNA抽出は、　Trizol溶液（Life　Technologies，　Eg－
genstein，　Germany）を用いて100　mgの肺組織から
RNAを抽出した。　RNAは50μ1のRNase－free水に溶
解し、純度と濃度を分光光学的に測定した。
　プライマーは、次に示すRT－PCR用のプライマー
を作成した。GAPDH：（5！側）GGC　AAG　TTC　AAC
GGC　ACA、（31側）CGC　CAG　TAG　ACT　CCA
CGA　CA、　Cu－Zn－SOD：（5！側）GAT　TAA　CTG
AAG　GCG　AGC　AT、（3’側）CCG　CCA　TGT　TTC
TTA　GAG　T、　Mn－SOD：（51側）GCT　GGA　GCC
GCA　CAT　TAA　C、（3ノ側）CAG　CGC　CTC　GTG
GTA　CTT　CT、　GPX＝（5t側）TGC　AAT　CAG　TTC
GGA　CAT　CA、（3！側）ACC　ATT　CAC　CTC　GCA
CTT　C、　CAT：（5ノ側）TTG　AGC　CCA　GCC　CGC
ACA　AG、（3’側）CAC　GCG　AGC　ACG　GTA　GGG
ACo
　リアルタイムRT－PcRは、　icyclerTM　iQ（Bio－Rad，
Tokyo，　Japan）を用い測定した。反応液を以下のよう
に調整した。RN　ase－free　water　23　pt　1、5f側プライマー
（0．5μM）0．25μ1、3’側プライマー（05μM）0．25μ1、
2XQuantitect’M　SYBR　Green＠　RT－PCR　Master　Mix
（QIAGEN，　GmbH，　Germany）　25　pt　1．　QuantitectTM　RT
Mix（QIAGEN，　GmbH，　Germany）o．5μ1。反応液49μ1
を96－wellマイクロプレートに分注し、各検体から抽
出したlngのtotal　RNAを加えた。リアルタイムRT－
PCRの反応は下記の条件で実施した。　reverse　tran－
scription（50．Cで30分間）、　PCR　initial　activation　step
（95℃で15分間）、amplification及びquantification
program（94℃で15秒間、58℃で30秒間、72．Cで45
秒間；40サイクル）、melting　curve　program（50。　C－90℃
にかけて、0．5℃／分で加温し継続的に測定）。
　mRNAの発現量を半定量化するため、横隔膜組織
から抽出した既知の濃度のtotal　RNAを用い、濃度勾
配をつけて希釈し、サンプルと同様にリアルタイム
RT－PCRを行った。
　PCRサイクル中、急激にSYBR　Green⑪の発光量が
増加するサイクルをthreshold　cycleとした。　threshold
cycleと既知のtotal　RNA濃度の対数を用いて検量線
を作成し半定量に用いた。
　各酵素のmRNAの発現量はGAPDHを内部標準
として補正し、その比で表した。また、融解曲線が一
峰性になることで目的の産物が増幅されていること
を確認した。さらにPCR産物はアガロースゲル電気
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泳動により目的とする産物であることを確認した。
　5．過酸化脂質の測定
　過酸化脂質量は、Ohkawaら13）の方法に従いチオバ
ルビツール酸反応物質（TBARS）を測定した。
　6．統計処理
　データは、平均と標準誤差で示した。データはStat
View（version　5。0，　SAS　institute　Inc，　Japan）を用い分散
分析を行った後、post　hoc　test（Fisher）を行った。群
間の有意差は、P値0．05未満を有意とした。
結 果
1．　CS活性
　cs活性（Fig．1）は、　OR群がYR群に比べ有意に
活性が低下していた。しかし、Y群および。群ともに
急性運動による変化は認められなかった（YR　vs　YE、
OR　vs　OE）．
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Fig．1　Citrate　synthase（CS）activity　in　the　diaphragm．　YR＝
　　　young　rats　（rest）；　YE＝young　rats　（exercised）；　OR＝
　　　old　rats（rest），OE＝old　rats（exercise）　Values　are　the
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門
　　ノ
V
モ毛
＊
Lf
1
iill｝
撃撃奄P3
1
1L
t
1
2．　SOD活性
　Mn－SOD活性（Fig．2A）は、　OR群がYR群に比べ
有意に活性が低下していた。しかし、Y群および0群
ともに急性運動による変化は認められなかった（YR
vs　YE、　OR　vs　OE）。　Cu－Zn－SOD活性（Fig．2B）は、
全ての下問で有意差が認められなかった（YRvsYE、
OR　vs　OE．　YR　vs　OR）．
3．GPX及びCAT活性
全体としての老化による横隔膜の抗酸化酵素システ
ムの変化を評価するために、SOD活性と同様にGPX
とcATの活性を測定した。　GPx活性（Fig．3A）は、
OR群において、　YR群に比べ有意な活性の低下を認
めた。しかし、Y群および0群ともに急性運動による
変化は認められなかった（YR　vs　YE、　OR　vs　OE）。
CAT活性（Fig．3B）は、全ての群問で有意差が認めら
れなかった（YRvs　YE、　ORvs　OE、　YRvs　OR）。
　4．Cu－Zn－SODとMn－SOD、　GPX、　CATの
　　　mRNA発現量
　SYBR　Green⑪を用いたReal　time　RT－PCR法によ
り、Cu－Zn－SODとMn－SOD、　GPX、　CATのmRNA
発現量を測定した（Fig．4and　5）。　Cu－Zn－SOD　mRNA
（Fig．4B）の発現量は、　OR群においてYR群に比べ有
意に高値であった。しかし、　Y群および0群ともに
急性運動後では、Cu－Zn－SOD　mRNA発現量に有意差
が認められなかった（YR　vs　YE、　OR　vs　OE）。Mn－SOD
mRNA（Fig．4A）の発現量は、全ての群間で有意差が
認められなかった（YR　vs　YE、　OR　vs　OE、　YR　vs　OR）。
一方、GPX　mRNA（Fig．5A）及びCAT　mRNA（Fig．
5B）の発現量は、全ての高間で有意差が認められな
かった（YRvs　YE、　ORvs　OE、　YRvs　OR）。
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Fig．2　Cu－Zn一（A）　and　Mn一（B）　superoxide　dismutase　（SOD）　activity　in　the　diaphragm　of　young　and　old　rats　Values　are　the
means±SEM　；　n一一5　in　each　group　“Sigmficantly　different　from　YR：　P〈005
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Fig．3　Glutathione　peroxidase　（A）　and　Catalase　（B）　activity　in　the　diaphragm　of　young　and　old　rats
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Fig．5　The　mRNA　expressions　of　GPX　（A）　and　CAT　（B）　in　the　diaphragm　Values　are　the　means　±　SEM，　n＝5　in　each
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Thiobarbituric　acid　reactive　substances　（TBARS）　in　the
diaphragm．　Values　are　the　means±SEM；n＝5　in
each　group．　’Significantly　different　from　OR：　P〈
O．05．
　5．　TBARS
　TBARS量（Fig．6）は、　o群において急性運動後有
意な増加が認められた（ORvsOE）。しかしながら、Y
群では急性運動により変化は認められなかった（YR
vs　YE）。またOR群とYR群の間では有意差が認めら
れなかった。
考 察
　老化や急性運動により、酸化ストレスが増大するこ
とが知られている1『4）。また、活性酸素種は、酵素の不
活化や脂質過酸化、核酸傷害といった幅広い細胞傷害
の原因となることが知られている。このため生体に
は、これらの酸化ストレスの増大によるダメージを防
ぐために様々な抗酸化物質や抗酸化酵素が存在する。
特にSODは02・一を、GPXやCATはH202を特異的
に除去する重要な酵素であり、様々な疾患との関連が
注目されている7・8）。本研究では横隔膜における上記の
主要な抗酸化酵素活性を検討した。
　〈老化に伴う変化〉
　老化によりMn－SOD活性は低下がみられたが
（YR　vs　OR）、　Cu－Zn－SOD活性は変化が認められな
かった（YRvsOR）。四肢骨格筋におけるこれまでの
報告によると、本報告と同様に老化によりMn－SOD
は減少、Cu－Zn－SODは不変とする報告もあるが14）、
Mn－SODおよびCu－Zn－SOD活性は老化により増加
するとの報告が多い15　20）。これらの違いは、組織によ
り酸化ストレスに対する適応が異なる可能性が考え
られる。また、本研究の結果に見られるSODアイソザ
イムの老化に伴う変化が異なる理由の一つとして、各
アイソザイムの局在の相違が挙げられる。すなわち、
ミトコンドリアに局在するMn－SODは老化に伴う酸
化能力の低下に適応した結果、活性が減少したと考え
られた。それに対し、Cu－Zn－SODは細胞質に局在する
ために、Mn－SODとは異なる傾向を示したと考えられ
た。また、本研究では各酵素のmRNA発現量をSYBR
Green⑪を用いたりアルタイムRT－PCRにより比較
検討した。リアルタイムRT－PCRは微量なmRNAの
発現量を定量化することが可能であり、再現性にも優
れるとされている21）。その結果、老化によりCu－Zn－
SODのmRNA発現量が増加したが（YR　vs　OR）、活
性量に変化は認められなかった。その原因として、老
化蛋白は脆弱であることが知られており22・23）、必要な
酵素活性を維持するための適応現象としてmRNAの
発現量が増加していたと考えられた。一方、Mn－SOD
は、老化によりmRNA発現量に変化が認められな
かったが、老化によりその酵素活性は低下が認められ
た。これは、老化に伴う脆弱な蛋白の産生のために、若
年群に比べ活性が低下していた可能性が示唆された。
　GPX活性は、老化により低下がみられた（YR　vs
OR）。四肢骨格筋のこれまでの報告によると、本報告
と同様に老化により減少する報告もあるが17・24）、老化
により増加するとの報告が多い14－16・18・19・25）。GPXは、
主にミトコンドリアと細胞質に分布しているために、
Mn－SODと同様の理由により減少したと考えられた。
一方、GPXのmRNA発現量は老化により変化が認め
、られなかったが（YRvsOR）、老化によりその酵素活
性は低下が認められた。この酵素活性とmRNA発現
量の間にみられた解離はMn－SODと同様、老化に伴
う脆弱な蛋白の産生のために、若年群に比べ活性が低
下していた可能性が示唆された。
　CATの活性は、老化により変化が認められなかっ
た（YR　vsOR）。これまでの四肢骨格筋における報告
によると、本報告と同様に老化により変化が認められ
なかったとする報告もあるが14・24）、老化により増加す
るとの報告が多い15・16・25）。また、CATのmRNA発現量
は、老化により変化が認められなかった（YR　vs　OR）。
これは、CATがSODやGPXのいずれの分布とも異
なり、リソソームに局在するために、他の酵素に認め
られた変化とは異なり、活性及びmRNA発現量とも
に変化が認められなかったと考えられた。
　以上から、抗酸化酵素活性は全体として加齢に伴い
減少しているために、酸化ストレス障害に対する抵抗
性が減少している可能性が考えられた。また、酵素活
性とmRNA発現量の間に認められた解離について
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は、今後、酵素活性と蛋白量を比較検討する必要性が
あると考えられる。しかしながら、他の可能性として
Mn－SODやGPX、　CATには、mRNAの翻訳効率を増
加させる特異的RNA結合蛋白の存在が知られてお
り26－28）、この蛋白の変化により遺伝子発現量が老化に
より低下している可能性が推測された。我々の報告を
含め、これまでの報告では、SODアイソザイムや
GPX、　CATのmRNA発現量は、組織によって傾向が
異なっており一定した見解が得られていないようで
ある14・15）。従って、今後各組織において更なる検討が必
要と思われる。
　〈急性運動による変化〉
　急性運動ではいずれの酵素においても活性及び
mRNA発現量に変化が認められなかった（YR　vs
YE、　OR　vs　OE）。これらの理由の一つとして、急性運
動による酵素活性の変化は運動後、60から70分経過
するとピークが認められるとの報告もあることか
ら29）、本研究では、急性運動負荷直後に屠殺している
ため、活性及びmRNA発現量に変化が認められな
かった可能性が考えられた。しかし、細胞傷害の指標
であるTBARSは老年群のみで急性運動負荷により
増加が認められた（OR　vs　OE）。　Bejmaら30）も本研究
と同様に、老化ラットの骨格筋で急性運動負荷により
脂質過酸化物質の一つであるmalondialdehydeが増加
する事を報告している。この事から、老年群は若年群
に比べ安静時での抗酸化酵素システムが減弱してい
るために、急性運動により増大する酸化ストレスに適
応できず、傷害を受けやすいと考えられた。
結 語
　1．老化は、ラット横隔膜における抗酸化酵素レベ
ルを低下させた。
　2．急性運動は、老化ラット横隔膜において過酸化
脂質濃度を上昇させた。
　3．上記より、ラット横隔膜において、老化は、急
性運動による酸化的ダメージを増大させると考えら
れた。
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The　influence　of　aging　and／or　acute　exercise　on　the　antioxidant
enzyme　system　in　rat　diaphragm
　　　　　　　　　Hidekazu　HATAO，　Shujj　OH－ISHI，　Masayuki　ITOH
Hisanaga　YAGYUU，　Hiroyuki　NAKAMURA，　Takeshi　MATSUOKA
Fifth　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　　　　　We　examined　the　oxidatjve　stress－related　tissue　damage　in　the　diaphragm，　and　investigated　the　effects　of　aging　and／
or　acute　exercise　on　the　antioxidant　enzymes　system　in　the　rat　diaphragm．　Twenty－four　young　（4month　old，　n＝10）　and　old
（26－month　old，　n＝＝10）　male　Wistar　rats　were　randomly　subdivided　into　rested　（YR，　OR）　or　acutely－exercised　（YE，　OE）
groups．　Aging　decreased　the　activities　of　manganese－superoxide　dismutase（Mn－SOD）and　glutathione　peroxidase（GPX）
（ρ＜0．05），but　not　those　of　cupper－zinc－SOD（Cu－Zn－SOD）and　catalase（CAT）．　After　acute　exercise，　the　activities　of
antioxidant　enzymes（Cu－Zn－SOD，　Mn－SOD，　GPX　and　CAT）did　not　significantly　change　in　either　of　the　groups．　The
mRNA　expression　of　Cu－Zn－SOD　（P〈O．05）　was　higher　in　OR　than　in　YR，　whereas　the　mRNA　expressions　of　Mn－SOD，
GPX，　and　CAT　did　not　significantly　alter　any　group．　The　level　of　thiobarbituric　acid－reactive　substances　（TBARS），　a　marker
of　lipid　peroxidation，　did　not　significantly　differ　between　young　and　old　rats，　whereas　acute　exercise　（P〈O．05）　increased　the
level　of　TBARS　only　in　old　rats．　These　results　seem　to　suggest　that　aging　decreases　the　resistance　of　the　rat　diaphragm　to
exercise－induced　oxidative　stress　due　to　aging－related　d㏄reasing　in　the　antioxidant　enzymes　level．
〈Key　words＞aging，　acute　exercise，　oxidative　stress，　diaphragm，　antioxidant　enzyme
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